@ BUNDESREPUBLIK 
DEUTSCHLAND 



® Of iFeirijIioguGigsschri^t @ 
® DE 3240177 Al 




DEUTSCHES 
PATENTAMT 



@ Aktenzeichen: 
@ Anmeldetag: 
@ Offenlegungstag: 



Int. CI. 3; 

AG1 K 37/26 

A G1 K 31/66 
C 07 C 103/52 



P3240 177.9 
29. 10. 82 
11. S.83 



@ UnlonsprloritAt: @ @ @ 

30.10.81 DK 4786 20.07.82 OK 3247 

@ Anmelder: 

Novo Industrl A/S, 2880 Bagavaerd, OK 

@ Vortroter: 

Boehmert, A., Dipl.-lng.; Hoormann, W., Dipl.-lng. Dr.-lng.; 
Goddar, H., Olpl.-Phys. Dr.ror.nat., 2000 Bremen; 
Neidl-Stippler, C, Oipl.-Chem.Or.phil.nat., Pat.-Anw., 8000 
Munchen; Stahlberg, W.; Kunt7a, W., Rechtsanw., 2800 
Bremen 



@ Erfinder: 

Hanson. Philip Edgar. 2100 Copenhagen, OK; Brange. Jens 
Joergan Vejigaard, 2930 Klampenborg, OK; Havelund, 
Svend, 2650 Hvidovre, DK 



< 

i 

CO 
LU 

Q 



@ StabiliBiarta InsullnprApBrate und Varfahran zur Harstellung derselben 

InsulinlOsuna''" kdnnen physikallsch stabilisiert werderii 
indem ihnen Pl.^. riholipide der Formel 

H-CH-OR- 
I 

H-CH-O-P(O) (OH)-OR"' 

mil R", P." und R"" gemas vorangehenden Patentanspruchen, 
bevorzugterweise semisynihetischos Lecithin, zugesetzt war- 
den. (32 40177) 
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NXM BIO 

Patcntansprtlchc 



PhyBikalloch ctnbiliciorto Inoulinliicung , die 
gogobcncnf nils Zink, oln Konnorvlorungr.mittol , 
elnon Zusatz, um die Lttsung isotonisch zu machen 
und cine Puf f crxjubstanz onthait, dadulrch 
gckonnzoichnet, dass sic stabilloiorcnde Mengon 
an cincm Phospholipid dcr Formcl (I) enthait 

H-CH-OR' 
I 

CH-OR" (I) , 

H-CH-O-P(O) (OH) -OR'" 

in der R' und R" , die gleich oder verschieden 
sein kOnnon, stehen fUr Wasserstoff, Alkylcarbonyl, 
Alkenylcarbonyl, Alkadienylcarbonyl , Alkatrienyl- 
carbonyl oder Alkatetraenylcarbonyl , mit der Mass-- 
gabe, dass R' und R" nie gleichzeitig Wasser- 
stoff sind,und in der R" ' fiir eine hydrophile 
Gruppe steht. 

InsulinlOsung gemcLss Patentanspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet , dass die hydrophile Gruppe in 
der Formel (I) 2- (Trimethylaimnonium) Sthyl , 
2 -Aminos thy 1 , 2-Carboxy-2-aininoathyl , 2,3- 
Dihydroxypropyl Oder 2 , 3 , 4 , 5 , 6-Pentahydroxy- 
cyclohexyl ist. 
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3. Insulinlttsung gemfiss Patentanspruch 1 Oder 
2, dadurch gekcnnzelchnet, dass das Insulin 
Im wesentllchen auCethalb- von alien Liposomen 
vorliegt. 

4. Insullnlttsung gemUss irgendeinem der vorange- 
henden PatentansprUche , dadurch gekennzeichnet , 
dass R' und/oder R" als Alkylcarbonyl , Alkenyl- 
carbonyl, Alkadienylcarbonyl , Alkatrienylcarbo- 
nyl und Alkatetraenylcarbonyl-Gruppen vorliegen, 
welche von etwa 8 bis etwa 22 C-Atomen enthal- 
ten. 



5. Insulinlosung gemSss Patentanspruch 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass die genannten Gruppen von 
etwa 12 bis etwa 22 C-Atome enthalten. 

6. Insulinl6sung gemMss irgendeinem der vorangehen- 
den PatentansprUche, dadurch gekennzeichnet, 
dass R' und R" je fUr Alkylcarbonyl stehen. 

InsulinlSsung gemMss irgendeinem der vorangehen- 
den Patentansprache, dadurch gekennzeichnet, 
dass R"' fUr 2- (Trimethylammonium) Sthyl steht. 

. Insulinlosung gemSss Patentanspruch 7, dadurch 
. gekennzeichnet, dass R' und R" je fur Alkyl- 
carbonyl stehen mit je von etwa 8 bis etwa 16 
C-Atomen . 

. Insulinlosung gemass Patentanspruch 8, dadurch 
gekennzeichnet, dass R' und R" je fiir Alkyl- ' 
carbonyl stehen mit von etwa 12 bis etwa 16 
C-Atomen . 
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10. Insullnl&sung gemMss irgendelnem der voran- 
gehenden Patentansprtiche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass R^'"vind R" je fUr Octanoyl 
stchen. 

LI. Insullnlosung gemass irgendelnem der voran- 
gehenden Patentanspriiche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Konzentration des Phospho- 
lipids der Formel (I) in der Losung im Bereich 
von ungefMhr 10 bis ungefShr 200 pg/ml liegt. 

.2. Insulinlosung gemSss Patentanspruch 11, 

dadurch gekennzeichnet , dass die Konzentration 
an Phospholipid zwischen etwa 10 und etwa • 
100 pg/ml liegt. 

3. Insulinlosung gemSss Patentanspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Konzentration 
an Phospholipid zwischen etwa 2 5 und etwa 

75 pg/ml liegt. 

4. Insulinlosung gemSss Patentanspruch 13, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Konzentration 
zwischen etwa 30 und etwa 50 |jg/ml liegt. 

5. Insulinlosung gemSss irgendeinem der vorange- 

*- henden Patentanspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
dass das GewichtsverhSltnis zwischen dem Phospho- 
lipid der Formel (I) und dem Insulin im Bereich 
zwischen ungefMhr 1:5 bis ungefShr 1:10*000 
liegt. 
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16. Insulinl6sung gemSss Patentanspruch 15, 
dadurch gekennzeichnet , dass das genannte 
GewichtsverhMl'triis im Bereich von etwa 
.^:10 bis etwa 1:1 '000 liegt. 

17. Insulinl6sung gemSss irgendelnem der voran- 
gehenden Patentanspriiche , dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sie zusStzlich Zlnk enthSlt. 

18. Insulinlosung gemass Patentanspruch 17, da- 
durch gekennzeichnet , dass das VerhSltnis 
zwischen der molaren Konzentration an Zink- 
ionen, das dem Insulin zur Verfiigung steht, 
und der molaren Konzentration von Insulin, • 
berechnet als Insulin-Hexaineres, im Bereich von 
etwa 1,5 bis etwa 4,6 liegt. 

19. Insulinlosung gemass Patentanspruch 18, da- 
durch gekennzeichnet, dass das genannte Ver- 
haitnis im Bereich von etwa 3 bis etwa 4,5 
liegt. 

20. InsulinlSsung gemass Patentanspruch 19, da- 
durch gekennzeichnet, dass das genannte Ver- 
haitnis im Bereich von etwa 3,6 bis etwa 
4,3 liegt. 

21. Verfahren aur Herstellung elner Insulinlttsung 

gemMss irgendeinem der vorangehenden Patent- 
anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass In- 
sulin mit einer Verbindung der Formel (I) 
gemSss Patentanspruch 1 gemischt wird, wobei ggf. 
zusatzlich ein Zinksalz, ein Konservierungs- 



mittel, ein Zusatz, um die L6sung isotonisch 
2u machen und cine Puf f cr'substanz in An- 
wesenhelt von Wasser, zugegeben werden kOnnen. 

Verfahren gemSss Patcntancpruch 21, dadurch 
gekennzeichnet , dass die Mischung einer Ultra- 
schallbehandlung unterworfen wird, bevor das 
Insulin zugegeben wird. 

Verfahren zur Stabilisierung einer Insulinltt- 
sung, welche gegebenenf alls ein Konservierungs- 
mittel, einen Zusatz, urn die Losuhg isotonisch 
zu machen und eine Puf f ersubstanz enthSlt, 
dadurch gekennzeichnet, dass dazu ein Phospho- 
lipid der Formel (I) gemMss Patentanspruch 1, 
bevorzugterweise in einer wflssrigen Losung, 
welche, falls gewQnscht, einer Ultraschallbe- 
handlung untorzogon wordcn ist, gogobcn wird. 

InsulinlCsung gemSss den Beispielen 1 bis 22. 
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Novo Industri A/S, Novo Alle, DK-2880 Bagsvaerd, Danemarl^ 
Stabilisierte Insulinpraparate imd Verfahren zur Herstellung derselbai 



Die vorliegende Erf indung betriff t eine physikalisch stabilisierte 
InsulinlOsung, ein Verfahren zur Herstellung einer Insulinlttsung, 
ein Verfahren zur Stabilisierung elner Insvilinl/isimg, welche ggf . 
ein Konserviervmgsmittel, einen Zusatz, um die L5sung isotonisch 
zu machen u. eine Puf fersubstanz enthSlt sowie eine Insvillniasung. 



Insulin, das in einem flUssigen Medium, beispielsweise Wasser, ge- 
lOst ist, kann bei Pautenperatur jahrelang gelagert werden. Die 
genannten PrHparate sind in der genannten Zeitperiode also stabil. 
Wenn aber eine InsulinlSsung auf etwa 80**C erwanrtt wird, wird das 
Insulin Innerhalb weniger Minuten denaturiert, ein Vorgang, welcher 
als WSmedenaturierung oder Warmepolymerisaticjti bezeichnet wird. 
Wenn eine InsulinlOsung einige Tage lang bei tieferen Teiperaturen, 
bei welchen gar kelne oder im wesentlichen keine Warmedenaturierung 
stattfindet, beispielsweise bei 41°C, geschtittelt wird,tritt eine 
andere Art vai Polymerisation In Erscheinung. Diese Art von Poly- 
merisation wird im folgenden als nicht-kovalente Grenzf lachen- 



Polymerisation bezeichnet werden. 
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Normalerweise werden Insulinpraparate bel Her- 
stellern, in Lagern, Apotheken und bei Patienten 
bei ungefahr 5°C aufbewahrt. Bei dieser Teitipera- 
tur scheint in solchen PrSparaten keine Grenzflachen- 
Polymerisation aufzutreten, obwohl solche PrSparate 
beim Transport und bei der Verwendung unweigerlich 
hin und wieder geschutt'lt werden. 

In den letzten Jahren sind stSndig ansteigende Be- 
muhungen f estzustellen , uir. tragbare oder implantier- 
bare Systeme fur die kontinuierliche Infusion von 
Insulin zu entwickeln. Im wesentlichen umfasst der 
mechanische Teil solcher Systeme einen Insulinbe- 
haiter, ein Pumpsystem und einen geeigneten Kathe- * 
ter fUr die Abgabe des Insulins an den Patienten. 
Falls die Insulinlfisung mittels einer Spritze ver- 
abreicht wird, kann die Spritze selbst die Funk- 
tion des Insulinreservoirs iibernehmen. 

Es ist nun ungliicklicherweise festgestellt worden, 
dass wenn Insulin in konunerziell erhSltlichen L6- 
sungen in die obengenannten Abgabe systeme einge- 
fiillt wird, es zu Grfenzflachen -Polymerisationser- 
scheinungen schon bei Raumtemperatur konunen kann, 
wodurch sowohl die mechanischen Telle wie auch der 
Einleitungskatheter verstopft werden kSnnen. 
Dieses Charakteristikum von Insulinlosungen stellt 
erwiesenermassen eine grosse Schwierlgkeit hin- 
sichtlich wcitcror Entwicklungen von kllnischen 
Anwendungen von kontinuierlichen Inf usionsaus- 
riistungen dar. 
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Es 1st klar, dass in alien Arten von kontinuier- 
lichen Abgabevorrichtungen die InsulinliJsungen be- 
wegt warden, was eben zur genanntcn Grenzf lichen- 
Polymerisation fahren kann. Die allgemeinen Nach- 
teile von InsulinprSparaten gemSss dem Stand der 
Technik hinsichtlich der genannten Schwierigkeit 
Bind in der Literatur weitgehend dokumentiert, 
siehe dazu beispielsweise Diabetologia 19, 1980, 
Seiten 1 bis 9. 

Um dieses Problem zu losen, ist vorgeschlagen wor- 
den, saure Insulinlosungen zu verwenden, die 
Glutaminsaure oder AsparaginsSure enthalten; 
siehe dazu Diabetes 30, 1981, Seite 83. Insulin 
ist jedoch in sauren Losungen chemisch unstabil, 
sogar unterhalb KSrpertemperaturen . Ebenso ist 
vorgeschlagen worden, insulinhaltige Formulierungen 
zu verwenden, welche nicht-ionische oberflSchen- 
aktive Stoffe enthalten, siehe dazu DE-Patentan- 
meldung Nr. P 2 952 119. Dazu ist aber zu sagen,' 
dass nicht-ionische oberf Ifichenaktive Stoffe in 
Medikamenten. fUr parenterale Anwendung als uner- 
wiinschte Beimischungen betrachtet werden konnen. 

Es ist daher Aufgabe der Erfindung, die oben- 
genannnten Nachteile der Insulinpraparationen 
nach dem Stand der Technik zu vermoiden. 

Die Aufgabe wird durch eine stabiliesierte In- 
sulinlosung gelSst, die eine 

physikalisch stabilisierte Insulinlfisung, die ^ 
gegebenenfalls Zink, ein Konservierungsmittel , 
einen Zusatz , um die Losung isotonisch zu machen 



und eine Puf f er^ubstanz enthait, daduirch 
gekennzelchnet , dass sic stabilioicrende Mcngcn 
an einem Phospholipid der Formcl (i) enthSlt 
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H-CH-OR'-— • ' 
I 

CH-OR" 

I 

H"CH-0-P(0) (OH) -OR'" 



(I) , 



in dor R* und R" , die gloich odcr vcrnchicdcn 
sein kOnnen, stchcn ftir Wasnerstoff, Alkylcarbonyl, 
Alkcnylcarboriyl , Alkadicnylcarbonyl , Alhatricnyl- 
carbonyl oder Alkatotracnylcarbonyl , mit der Mass- 
gabc, dasc R' und R" nic glcichzcitig Wacccr- 
stoff nind,und In der R" ' fUr cine hydrophilc 

« 

Rruppe Btoht. 

Ein orf indungsgcmaOcG Vorfahrcn zur Herstcllung ist 
dadurch gckcnnzoichnct, daB Inrmlin ndt eincr Vorbindung dor 
Fontel (I) gcmao Patcntanspruch 1 gcmischt wird, wobci ggf . zu- 
sStzlich ein Zinksalz, ein Kcnservierungsmittel , ein Zusatz, um 
die I^sung isotanisch zu machcn und eine Puffersubstanz in Anwe- 
senheit vcn Wasser zugegeben werden konnen. 

Ein weiteres erf indungsgemaBes Verfahren zur Stabilisierung einer 
Insulinlosung ist dadurch gekennzeichnet, daB ein Phospholipid 
der Forme 1 (I) gemSB Patentanspruch 1, bevorzugterweise 
in. einer wSssrigen LOsung, welche, falls gewiinscht, 
einer Ultraschallbehandlung unterzogen worden ist, jAiqe- 
geben wird. 

Die Erfindung schafft also neue Praparate von gelSstem 
Insulin , in denen das Insulin wesentlich weniger zu 
nicht-.'kova'lenter Grenzf lachen-Polymerisation neigt 
md dies unter Bedingungen, wie sie in Ausriistungen ^ 
fiir kontinuierliche Insulinabgabe horrschen, als konven- 
tionelle InsulinprMparate . 
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. Es 1st (Iberraschenderweise gefunden worden, dass 

• insullnlOsungen stabilislcrt werdcn cbcn gegen 

• die obon bcschriebGhe Grtsnzfiachcai .-Polymerisation, 
wenn mindostcnc cin Phospholipid in der gonnnnten 
L5sung vorllegt. 

Die Phospholipide, die In den erf Indungsgomassen 
Insullnlpsungcn vorllegen, entsprechen der folgen- 
den Formel (I) 

H-CH-OR' 

I 

CH-OR" 

I 

H-CH-O-P (O) (OH) -OR" ' 



(I) . 



In der Formel stehen R' und R", die gleich oder 
verschieden sein kOnnen, je fiir Wasserstoff, 
Alkylcarbonyl, Alkenylcarbonyl , Alkadienylcarbo- 
nyl, Alkatrienylcarbonyl oder Alkatetraenyl- 
carbonyl mlt der Massgabe, dass nie beide, R' und 
R", glelchzeiitlg Wasserstoff sind und R" ' steht 
fUr eine hydrophile Gruppe. Beispiele solcher 
hydrophilen Gruppen sind 2- (Triiuathylammoniuin) athyl, 
2-Aminoathyl , 2-Carboxy-2-aminoMthyl , 2,3- 
Dihydroxypropyl oder 2 , 3 , 4 , 5 , 6-Pentahydroxycyclo- 
hexyl. Die genannten Gruppen, d.h. Alkylcarbonyl, 
Alkenylcarbonyl , Alkadienylcarbonyl , Alkatrienyl- 
carbonyl und Alkatetraenylcarbonyl-Gruppen kOnnen 
von etwa 8 bis 22 C-Atome enthalten; in einer.be- 
' vorzugten Ausf Uhrun^sf orm dieser Erfindung ent- ^ 
halten die genannten Gruppen von etwa 12 bis 22 
C-Atome . 



« If* 
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Dementsprechend betrifft dlese Erfindung eine 
stabilisierte lnsulinl6sung , die Wasser, gel5stes 
Insulin und mindestens eines der Pho&pholipide von 
Formel (I) enthSlt. Gegebenenf alls enthalten die 
LOsungen ein Zinksalz, ein Konservierungsmittel , 
einen Zusatz, urn die L6sung isotonisch zu machen, 
eine Puf f exsubstanz und weitere physiologiscb 
annehmbare Komponenten , die als Additive in In- 
sulinlOsungen oder Shnlichen, bekannt sind. 

Eine bevorzugte Unterklasse von Verbindungen der 
Formel (I) sind Verbindungen, in denen R' und R" 
je fUr Alkylcarbonyl stehen. Eine weitere, bevor- 
zugte Untergruppe von Verbindungen der Formel (I) 
sind Verbindungen, in denen R'" filr 2- (Trimethyl- 
ainmonium)athyl steht, wobei solche Verbindungen 
als Leci thine bekannt sind. Noch eine weitere Be- 
vorzugung liogt vor fUr Verbindungen der Formel (I), 
in denen R' und R" je fUr Alkylcarbonyl mit von 
ungefMhr 8 bis 16 C-Atomen oder mit von ungefiihr 
12 bis 16 C-Atomen und in denen R" ' fUr 2-(Tri- 
methylammonium) Mthyl stehen. Die am meisten bevor- 
zugte Untergruppe der Verbindungen der Formel (I) 
sind diejenigen Verbindungen, in denen R" und R" 
je far Octanoyl stehen. verbindungen- der Formel (I), 
in, denen R' und R" je fur Octanoyl stehen, werden 
bevorzugt, weil sie anscheinend keine Liposome 
bilden und weiter weil sie, speziell bei niodrigeren 
Konzentrationen, beispielswelse unterhalb etwa 
160 fig/ml, anscheinend keine Micellen bilden. 
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Bevorzugterweise betrSgt die Menge an Phospholi- 
pid der Formel (I) ,^ die nStig ist, um die Insu- 
linlttsung zu stabilisieren, etwa 10 bis 200 pg/ml, 
noch bevorzugter sind Mengen von 10 bis 100 yg/ml, 
speziell von etwa 25 bis 75 jig/ml und besonders 
bevorzugt von etwa 30 bis 50 pg/ml der Insulin- 
ISsung. Die Konzentration des gelijsten Insulins 
in den Losungen gemass dieser Erfindung liegt im 
Bereich von etwa 5 bis I'OOO internat. Einheiten 
(I.U.) pro ml Oder sogar hoher. 

Einige der stabilisierten InsulinlSsungen, welche 
gemSss den weiter unten folgenden Beispielen her- 
gestellt warden, konnen Liposome enthalten. Die 
genannten Liposome werden aber kaum Insuline ein- 
geschlossen enthalten, da sie sich schon vor der 
Zugabe von Insulin bilden. 

Wenn in den erf indungsgemSosen Insulinlosungen 
Liposome vorliegen, befindet sich das Insulin 
bevorzugterweiae im wesentliehen auflerhalb der .. 
Liposomen m der LSsung. Der Ausdruck "im wesent- 
liehen" steht hier fur vorzugsweise mehr als 
90 %, speziell bevorzugterweise fiir mehr als 
99 % an Insulin, welches auSerhalb der Lipo- 
somen vor liegt. 

Liposome, welche Insulin eingeschlossen enthalten 
kannen, sind gemSss dem Stand der Technik bekannt, 
,siehe dazu beispielsweise die verSf f entlichte EP-An- 
meldung Nr. 32 622. Diese Liposome konnen von den er- 
findungsgemHBen einmal nach ihrem Verwendungszweck unte^ 
schieden werden, wie auch aufgrund der Tatsache, daB 
in den Insulinlttsungen gemSss der vorliegenden Er- 
findung Insulin htichstens zufSllig innerhalb irgend- 



welcher Liposoitvosikel vorliegen kann . 
wahrend die Insulinlosung gemSB dieser Erfindung 
fUr parenterale Verabreichung gedacht slnd, liegt 
die Hauptviberlegung, die zum Einschluss von In- 
sulin in Liposomen gefiihrt hat, in der oralen 
Verabreichung des Mittels. Ein Zweck des Ein- 
schlusses von Insulin in den Liposomen ist es, 
das Insulin gegen unerwiinschten chemischen An- 
griff zu schiitzen; beispielsweise gegen die 
chemische Zersetzung von Insulin im Magen, im 
Falle von oraler Verabreichung von Insulin. Die 
VerSf f entlichungen betref f end in Liposomen ent- 
haltenem Insulin betreffen in keiner Weise die 
physikalische Stabilisierung von InsulinlS- * 
sungen gegen' Grenzflachen -Polymerisierung . In be- 
kannten insulinhaltigen Liposomen liegt zudem 
das GewichtsverhMltnis zwischen dem Phospholipid 
und dem Insulin beispielsweise zwischen 1:0,01 
bis 1:0,001, wShrenddem in den erf indungsgemSssen 
Lfisungen das genannte Gewichtsverhaitnis im Bereich 
zwischen etwa 1:5 und 1:10*000, bevorzugterweise 
im Bereich zwischen etwa 1:10 bis 1:1 '000 liegt. 

Die DE-Offenlegungsschrift Nr. 2 652 636 betrifft 
ein Verfahren zur Stabilisierung von empf indlichen 
Proteinen mittels Zugabe von Schutzverbindungen 
"mit amiiho'philer . ; Struktur. Im Gegensatz zur vor- 
liegenden Erfindung wird die Stabilisierung gemSss 
der genannten DE-Offenlegungsschrift dadurch er- 
reicht, dass das empfindliche Protein schiitzend 
umhiillt wird, so dass dessen Kontakt mit dem Wasser 
verhindert wird. Zudem wird gemMss der Terminologie 
in der genannten DE-Offenlegungsschrift Insulin 



. nicht als empf indliches Protein aufgefasst. 

Ein Ziel dieser Erfindung ist cs, Insulin in 
Kontakt mit Wasser, d.h. in LOsung, zu hal- 
ten, und es aber zugleich vor Kontakten mit 
anderen Grcnzfiachen zu echUtzcn. 

Die InnulinlOoungen gcmUna dioncr Erfindung ont- 
haltcn vorzugswoieo Insulin, das von Rindcrn, 
Schweinen Oder von Mcnschcn Gtammt. 

In einer bevorzugten AusfUhrungsf orm enthSlt die 
erf indungsgemSsse InsulinlGsung Zink. &ie Mange 
an zugegebeneni Zink sollte aber so ausgewShlt 
werden, dass keine AusfSllung erfolgt. Eine gute 
Stabilitat gegen Grenzfiachen -Polymerisierung wird 
in InsulinlSsungen dann erreicht, wenn das Ver- 
haitnis zwischen der molaren Konzentration an 
Zinkionen, die dem Insulin zur VerfUgung stehen, 
und der molaren Konzentration an Insulin, berechnet 
als Hexameres, im Bereich von etwa 1,5 bis 4,6, 
bevorzugterweise von etwa 3 bis 4,5, speziell be- 
vorzugterweise von etwa 3,6 bis 4,3 liegt. Be- 
vorzugte Zinksalze sind Ittsliche Zinksalze wie 
Zinkacetat oder Zinkchlorid. Wenn die Insulinltt- 
sung gemHss dieser Erfindung Verbindungen enthait, 
die mit Zink Komplexe bilden, wie etwa A.-ninosSuren, 
beispielsweise Glycin oder Histidin oder Hydroxy- 
carbonsMuren wie beispielsweise ZitronensSure , 
steht nur ein Teil der -Gesamfc- Zinkmenge zur Ver- ' 
fUgung des Insulins. 
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Eine beispielshaf te Methoae zur Herstellung der 
erf indungsgemassen ' Insullnlttsungen umfasst das 
AuflOsen von Insulin, bcispielswcisc clncs krlstalli- 
ncai Zlnklnsulin-Kcnplcxes oder ein hochgradlg gerolnigtes 
Insulin wic das Monocomponcnt-Insulln gcmJiss 
GB-Patent Nr. 1 285 023 in Wassor in Anwcsen- 
heit einor Sdure, bcispielGwciSG Salzsaurc. 
Eine wassrige LdJsung eincs Konservicrungsmittols , 
beispielsweise Phenol, ein Alkylphenol wle 
Cresol Oder Methyl -p-hydroxybenzoat wird ge- 
trennt davon zuboreitet. Die zwcite LOsung kann 
gegebenenfalls auch einen Zusatz enthalten, der 
die L6sung isotonisch macht, Beispiele solcher • 
ZusMtze sind Natriumchlorid oder Glycerin. Die 
Losung des Konservierungsmittels kann zudem noch 
eine Puf f ertrng^substanz enthalten wie Natrium- 
orthophosphat, Natriumcitrat , Natriumacetat oder 
TRIS (tris (Hydroxymethyl) aminomethan) . Die der- 
art erhaltene Konservierungslosung wird dann, 
falls erwUnscht, zur sauren InsulinlSsung gege- 
ben, worauf dann eine Base zugegeben wird, bei- 
spielsweise NatriiatihydroxydlSsung, um den pH- 
Wert auf Neutralitat zu bringen. Im Gebiete dieser 
Erfindang steht NeutralitSt fUr pH-Werte im Be- 
reich von etwa b,5 bis 8. Das Phospholipid der 
Formel (I) kann zur InsulinlCsung gegeben wer- 
den in Form einer Lfisung oder einer kolloidalen 
L5sung, wie sie erhalten wird mittels AuflSsen oder 
Suspension des Phospholipids der Formel (I) in 
Wasser und, falls notig , nach einer Ultraschall- 
behandlung der Suspension vor dem Zumischen zur n 
InsulinlOsung, Die PhospholipidlCsung kann, falls ' 
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. gewiinscht, ebenfalls eine Puf f erungssubstanz 
und ein Konservierungsinittel enthalten. Nach 
dem Zumischen des Phospholipids Xanrf - der pH- 
Wert des Insulinprfiparates wiederuin auf Neu- 
tralitat gebracht werden. AbschlieBend wird die 
Insulinlosung mittels Zugabe eines berechneten 
Wasservolumens auf die gewilnschte Konzentration 
gebracht, worauf es mittels Filtration sterili- 
siert wird und dann aseptisch in sterile Violen 
abgeflillt wird, die anschliessend verschweisst 
werden . 

Die vorliegende Erfindung umfasst auch ein Ver- 
fahren zur Herstellung der erf indungsgemSssen 
InsulinlSsungen, welches dadurch gekennzeichnet 
ist, dass Insulin mit einer Verbindung der 
Formel (I) gemischt wird und daB gegebenenfalls 
weiter ein Zinksalz, ein Konservierungsmittel , 
ein Zusatz, urn die Losung isotonisch zu machen 
und eine Puf ferungssubstanz in Anwesenheit von 
Wasser zugegeben werden. 

Einiga Verbindungen der Pormel (1) sind bekannt 

und die restlichen Verbindungen der Formel (I) 
konnen mittels Verfahren hergestellt werden, die 
analog deiijenigen sind, die fUr die Herstellung 
der bekannten Verbindungen verwendet werden. 

Weitere Details zur Ausfiihrung der vorliegenden 
Erfindung werden in den folgenden Beispielen ge- 
geben, welche Beispiele jedoch nicht als Begrenzung 
irgendeiner Art hinsichtlich des Erf indungsumf anges 
aufzufassen sind. Das Ausgangs-Insulinmaterial , 



welchec In don Boispielon verwcndet wordcn 1st, 
enthielt ctwa 20 bis 35 pg Zlnk pro ing Stick- 
Btoff. Die BcDtlmmung doa Stablllttitcf oktors 
geschleht gemase den folgcnden Angaben: 

Urn die Stabilltat von InBullnliJsungen hlnslcht- 
llch der Interface-Polymerisation zu bestlmmen, 
werden die genannten Lttsungen elnem Stabllltats- 
test untcrzogon, wclcher untcr Elnwlrkung von 
Aussenkrttf ten vcriauft und der f olgcndcrmaosen 
ausgefUhrt wlrd: 

Violen von 12,5 ml Inhalt mlt je 10 ml Test- 
lOsung wurden mlt elnem Gummlstopfen geschlossen. 
Dann wurden sle vertlkal auf einer SchUttelplatte 
angeordnet (Apparat von HETO, DSnemark) , welche 
total im Wasserbad lag, das bel elner Temperatur 
von 41 + 0,1 C gehalten wurde. Die Plattform wurde 
horizontal hin- und herbewegt und zwar mlt elner 
Frequenz von 100 Bewegungen pro Minute und einer 
Amplitude von 50 mm. 

Die Opalescenz der Testlfisungen wurde in regel- 
mSssigen Zeitintervallen auf elnem "Fischer DRT 
1000 Nephelometer" (Apparat von Fischer, Canada) 
bestimmt. Dabei wurde angenommen, dass GrenzflSchen- 
Polymerisierung dann eintrat, wenn die Triibung 
mehr als 10 nephelometrischer. TrUbungseinheiten 
(NTU) betrug. 
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Der Stabllltatsf nktor wurde bercchnet qIs 
. das Verhaitnls dcr""26itcn, in dcncn die Grcnz- 
f lachen --Polymerisation bei erf indungsgemassen 
TestlOsungen eintrat zu denjenigen Zeiten, in 
denen die genannte Erscheinung in Mischungen 
ohne Verbindungen der Formel (I) eintrat. 

Beis p iel 1 

500 g semisynthetisches Humaninsulin warden in 
10 ml einer 0,045 N SalzsaurelSsung gelOst. Zur 
Losung wurden 359 mg Methyl-p-hydroxybenzoat ge- • 
geben, welches in 300 ml destilliertem Wasser ge- 
lest war. Zur Mischung wurden dann 476 mg Natrium- 
ace tat-Trihydrat , 2,4 6 g Natriumchloi-id und 4,7 3 ml 
einer 0,2 N NatriumhydroxidlSsung gegeben, welche 
zusammen in 15 ml destilliertem Wasser gelOst waren. 
Dann wurden 9 mg Dimyristoyl ,L-alpha-phosphatidyl- 
cholin in 10 ml einer LSsung aus 70 mg Natrium- 
chlorid, 13,6 mg Natriumacetat und 10 mg Methyl- 
p-hydroxybenzoat in destilliertem Wasser suspen- 
diert. Durch die Auf schiammung wurde dann Stick- 
stoff geleitet, welche Auf schiammung dabei 2 
Stunden lang einer Ultraschallbehandlung in einem 
-Ultraschallbad unterzogen wurde. Die resultierende 
kolloidale Losung wurde unter Riihren zur obigen 
Insulinldsung gegeben. Der pH der Mischung wurde 
darauf mittels 0,2 N Salzsaurel6sung oder mittels 
0,2 N NatriumhydroxidlSsung auf 7,4 5 eingestellt 
und die Mischung wurde mittels Zugabe von destillier- 
tem Wasser auf ein Totalvolumen von 350 ml gebracht. 
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Der.Stabilitatsfaktor der so erhaltenen In- 
sulinlSsung lag Uber 125. 

Beispiel 2 

9,65 g Schweine-Insulin wurden in 400 ml 
einer 0,02 N Salzsaurelosung gelost. Dazu 
wurden dann 5,0 g kristallines Phenol und 40 g 
wasserfreies Glycerin gegeben. Die Mischung 
wurde dann mittels destilliertom Wasser auf 
2200 ml Volumen gebracht. Der pH der Mischung 
wurde mittels Zugabe von 0,2 N Natriiomhydroxid- 
lOsung auf 7,45 gebracht. Dann wurden 125 mg 
Distearoyl , L-alpha-phosphatidylcholin untcr 
schwachem ErwSrmcn in 2 ml 96 %-igcm Acthanol 
gelttst und diese L6sung mittels einer- In- 
jektionsspritze • in 100 ml dcstilliertcs 
Wasser von 70°C eingespri tzt . Das Wasser wurde 
dabei stark gerUhrt. Die rosultierende trUbe 
LiSsung wurde dann einer Ultraschallbehandlung 
unterzogen und zwar mittels einer Hochenergie- 
Ultraschallsonde. Die Behandlung dauerte 15 
Minuten. Die resultierende , kolloidale Losung 
wurde dann zur oben hergestell ten Insulinlosung 
gegeben. Dies geschah unter Riihren, wobei noch 
destilliertes Wasser bis zu einem Totalvolumen 
von 2500 ml zugegeben VAurde . Der pH-Wert wurde, 
falls nfitig, wieder auf 7,45 eingestellt. Der 
Stabilitatsf aktor der erhaltenen LOsung lag 
Uber 30. 
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Belsplele 3 bis 8 

— f 

Es wurden InsulinlOsungen hergestellt und zwar 
mittels analoger Verfahren wie im Beispiel 1, 
mit der Massgabe, dass die eingesetzten Phospho- 
lipide Lecithine waren, in denen die hydrophoben 
Reste, d.h. R' und R", identisch sind und den- 
jenigen entsprechen, die in der folgenden Tabelle 
I angegeben sind. Auch die entsprechenden Re- 
sultate sind in der folgenden Tabelle I zusammen- 
gestellt. 

Tabelle I 



Bsp. R' und Insulin StabilitSts- 

Nr. R" Species faktor 



3 


Myristoyl 


Schweine- 


iiber 


120 


4 


Palnitoyl 


Schweine- 




104 


5 


Stearoyl 


Schweine- 


iiber 


117 


6 


Lauroyl 


Human- 


Uber 


133 


7 


Myristoyl 


Human- 


tiber 


133 


8 


Palmitoyl 


Human- 




75 
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Belsplel 9 

Eine InsulinlBsung wu'rde hergestellt mittels 
eines dem Verfahren aus Beispiel 1 analogen 
Vorgehens. Das dabei elngesetzte Phospholipid 
war Eier-Lecithin und das eingesetzte Insulin 
war Schweine-Insulin. Der StabilitStsf aktor 
der Mischung betrug 96. 



Beispiele 10 bis 14 

Es wurden Insulinl6sungen hergestellt gemSss 

dem Verfahren, wie es im Beispiel 1 beschrieben • 

ist, mit der Massgabe, dass Schweine-Insulin 

in einer solchen Menge zugegeben wurde, dass die 

Konzentrationen gemass der folgenden Tabelle II 

erhalten wurden. Auch die entsprechenden Stabilitats- 

resultate sind in der Tabelle II angegeben: 

Tabelle II 



^SP- Insulin Stabilitats- 

Nr. I.U. /ml faktor 



..10 20 Uber 120 

11 40 uber 120 

12 100 97 
13" 200 79 
14 500 53 
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Belsplel 15 

1,50 g Schwelne-lnsuiln wurden In 6,5 ml einer 
0,2 N SalzsSureK^sung gegeben. Die L5sung wurde 
mittels Wasser auf ein Volumen von 50 ml ge- 
bracht. Dancbcn wurden 1,0 g Methyl-p-hydroxy- 
benzoat und 1,78 g Natrlumphosphat in 900 ml 
destilliertem Wasser gclttst; diose zweite L{3sung 
wurde dann zur InsulinlSsung gegeben. Der pH 
der MischlSsung wurde mittels Zugabe von 0,2 N 
NatriumhydroxidlCsung auf 7,4 5 eingestellt. 
Eine kolloidale Dimyristoyl , L-alpha-phosphat- 
idylcholin-LOsung, wie sie schon im Beispiel 2 
hergestellt worden war, wurde zugegeben und das • 
Ganze wurde dann mittels Zugabe von Wasser auf 
1000 ml gebracht. Go wurde eine Endkonzentration 
an Phospholipid von 50 fig/ml erreicht. Der Stabili- 
tatsfaktor der Lttsung lag Uber 30. 

Beispiel 16 

Eine InsulinlOsung wurde hergestellt analog dem 
Verfahren aus Beispiel 15, jedoch mit der Mass- 
gabe, dass die Endkonzentration 20 ml I.U. 
Insulin pro ml betrug. Der StabilitStsf aktor 
betrug Uber 17. 



Beispiel 17 

Eine InsulinlOsung wurde hergestellt in Analogic 
des Vorgehens aus dem Beispiel 15, mit der Mass- 
gabe, dass die End-Insulinkonzentration 500 I.U. /ml 
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und die Endkonzentration an Dimyristoyl ,L- 
alpha-phosphatidylcholin 50 /jg/ml betrug. 
Der Stabilitatsfaktor dieser LOsung war 
Uber 30. 

Bcisplolo IB bis 20 

Es wurdcn InsulinltScungon horgoGtcllt in 
Analogic mit dcm Vcrfahrcn aus Dcinpicl 2, 
mit dcr Massgabo, dass Eoviol Dimyristoyl ,L- ' 
alpha-phosphatidylcholin eingcsetzt wurde, urn 
die Endkonzentration gomass dcr folgenden Ta- 
belle V zu errcichcn. Auch die entsprcchcndcn 
Stabilitatswerte sind in der Tabelle V zusammen- 
gestcllt . 



Tnbcllc V 



^^P- Dimyristoyl-Vcrbindung Stabilitats- 

Nr. fjg/ml faktor 



18 1 

19 10 



1/3 
1,8 

20 50 tibor 33 



Beispiel 21 

Es vmrde Dioctanoyl ,L-alpha-phosphatidylcholln 
in destilliertem Wasser aufgel5st und wurde dann 
in einer solchen Menge einer InsulinieSsung , die 
in Analogic zu den Angaben im Beispiel 1 erhalten 
worden war, zugegeben, dass eine Endkonzentration 
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von 30 fig/ml erhalten wurde. Der StabilitSts- 
faktor war h6her als 63. 



Beisplel 22 

3,65 g semisynthetisches Human-Insulin wurden 
in 100 ml einer 0,02 N SalzsSurelSsung gelost. 
Zur LOsung wurden dann 2,0 g kristallines 
Phenol gegeben. Anschliessend wurden der LSsung 
16 g wasserfreies Glycerin und 0,3 ml einer 
Zinkchloridlosung, welche i % Zink enthielt, 
zugegeben. Mit destilliertem Wasser wurde nun 
auf ein Volumen von 900 ml aufgefiillt. Der pH 
der Losung wurde mittels Zugabe von 0,2 N Natri\im-» 
hydroxid auf 7,45 eingestellt. Dann wurden 50 mg 
Dioctanoyl , L-alpha-phosphatidylcholin in 
destilliertem Wasser gelSst und zur ersten Lo- 
sung gegeben. Das Ganze wurde nun mittels Zugabe 
von destilljertem Wasser auf ein Volumen von 
1000 ml gebracht. Der Stabilitatsf aktor dieser • 
Lttsung betrug 65. 
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